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Resumen

Con el objetivo de detectar y aislar el Parvovirus porcino (PVP), se analizé el tejido pulmonar de 75
fetos porcinos momificados, procedentes de granjas de Medellin, por la técnica de Hemaglutinacién
(HA) con globulos rojos de cobayo y la propagacion del virus en cultivos de la linea celular PK15 de
rifién porcino. Los fetos presentaron un tamafio entre 8 y 25 cm. El 73.3% (55/75) de los fetos resultd
positivo y 26.7% (20/75) negativo a la HA. El 93.54% (52/55) de los fetos positivos eran de 45 a 65 dias
de gestacion y el 6.46% (3/55) eran de 66 a 75 dias de edad; en cuanto a los casos negativos el 90%(18/
20) era mayor de 76 dias y 10% (2/20) de 66 a 75 dias de edad. El aislamiento viral fue posible a partir
de dos de los fetos positivos a HA 3.6% (2/55) de una edad estimada de 48 y 51 dias respectivamente.
Luego de su propagacion en la linea celular PK15, se determind un incremento en el titulo del virus
medido por HA y su resistencia al tratamiento con éter al 20%, asi como su estabilidad a pH 3.0a 9.0y
formacion de cuerpos de inclusion intranucleares. Adicionalmente, se concluyd que el PVP afect6 un
alto porcentaje de los fetos analizados y que el diagnéstico por HA de la infeccién con el virus presentd
mayores titulos del antigeno viral en fetos de menos de 65 dias de edad (17 cm de tamafio).
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Introduccién Las caracteristicas del PVP, lo ubican en la familia
Parvoviridae, por tener genoma de 4&cido

El Parvovirus porcino (PVP) es un agente viradesoxirribonucleico (ADN) de cadena sencilla y
asociado a fallas reproductivas, las epidemias dspside icosahédrica de 18 a 26 nandémetros
parvovirosis en las granjas porcinas se manifiestan paproximadamente. El virus presenta tres proteinas
disminucién en la tasa de concepciones, incremenéstructurales denominadas VP1, VP2 y VP3; la VP2
en la frecuencia de fetos momificados y en el nUmenmosee propiedades hemoaglutinantes, principalmente
de mortinatos, lo que representa en conjunto reduccidle glébulos rojos de cobayo, rata, pollo, gato y del
del tamafio de la camada (8,9,27). Huysetai(20), grupo "O" humano (2,26). Para su propagacion el PVP
reportan que en una granja afectada en forma enzodétremuiere células en proceso activo de divisién; su
la disminucién en el nimero de cerdos puede alcanzestudio en el laboratorio se ha realizado con cultivos
valores de 0.4 a 2.36 cerda/afio 6 0.26 a 1.82 primerizie tejidos de origen porcino (2,21,40). El virus se ha
afio. Ademas, las pérdidas monetarias asociadas aidasntificado en muchas regiones y algunas cepas
fallas reproductivas por PVP estimadas por Garelner aisladas de éste se han denominado, NADL-2, KBSH,
al (13,36), son $10.85 dolares por cerdo, y se relacion&resse y NADL-8 (6,34). El virus se halla
con el estado de seropositividad de las granjas. ampliamente distribuido en el mundo, presentandose
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en Estados Unidos, Inglaterra, Alemania, Austriahistoria de seropositividad a PVP, localizadas en el
Japoén, México y Panama entre otros (11,25,35). Launicipio de Medellin, Antioquia - Colombia. Las
difusion del PVP se realiza en forma horizontal y lasmnomias se conservaron en congelacion hasta el
hembras susceptibles lo adquieren principalmente potomento de su necropsia, en la cual se determind la
via oronasal, aunque también se difunde via venéreajad en dias a cada una de ellas, mediante de la
transplacentaria e intrauterina (3,18,42). El virus esiguiente ecuacion: longitud(3)+21 reportada por
viable a pH entre 3.0 y 9.0, resistente al éter Romeroet al (39) y se registraron en grupos de edad
cloroformo y puede permanecer activo en el ambientie 45 a 55 dias, 56 a 65 dias, 66 a 75 dias, 76 a 85
hasta por 14 semanas (22,26,38). dias, 86 a 95 y 96 a 105 dias. Posteriormente se
tomaron fragmentos de 2cc de tejido pulmonar de las
En Colombia la PVP se considera una enfermedadomias, los cuales se maceraron con arena estéril, y
endémica relacionada con problemas reproductiva®e mezclaron con solucion salina buferada en una
en explotaciones porcinas intensivas; la prevalenc@roporcién de 1:10. Esta mezcla se centrifugé a
a nivel nacional varia desde 40 a 58.6% con uR000rpm durante 15 minutos, luego se depositaron
promedio de 49.7% en investigaciones realizadas ptws sobrenadantes en crioviales y se conservaron en
Gonzélez G y Torres M en 1986 y 1987 (15,16,17)xongelacion.
En estudios epidemiolégicos de la enfermedad en el
departamento de Antioquia - Colombia, se determiné Para la deteccion del antigeno viral en los
la prevalencia de 49.42 y 82.56% en los municipiosobrenadantes se realiz6 la prueba de
de Turbo y Andes, respectivamente (32,33), y en élemoaglutinacion (HA) descrita por Joo &t (23),
Municipio de la Unién 59.29%, adicionalmente secon albimina sérica bovina al 0.2% en solucién salina
establecié como enzodtica a nivel de granjas afectadésioldgica y gldébulos rojos de Cobayo al 0.5% ; se
en La Unién y Barbosa en 1995 (1,37). utilizaron micro platos de 96 pozos de fondo en "U",
se realizaron diluciones dobles de 1 :2 hasta 1 :2048 ;
Para el diagnéstico de las infecciones con PVPegistrandose el reciproco del titulo mayor en el cual
los métodos seroldgicos se consideran de poco valtiybo HA.
aungue se emplean con frecuencia para conocer el
estado inmunol6gico de una piara y la proteccién Elaislamiento viral se realiz6 en células de lalinea
contra el virus (19,31,41). El diagnéstico definitivoPK15 (Porcine Kidney - Rifién porcino, donadas por
de la etiologia viral en fallas reproductivas requiereml Instituto Colombiano Agropecuario, ICA -Santa fé
la identificacion de éste en los tejidos de los fetogle Bogotd), cultivadas a 37°C en medio RPMI
lechones mortinatos o neonatales (25,31). En Medell({8IGMA), suplementado al 1% con penicilina,
- Antioquia, dénde se ha determinado por serologia Bstreptomicina (SIGMA), anfotericina (SIGMA),
presencia de anticuerpos contra el PVP, no se tiengitaminas (SIGMA), Glutamina (SIGMA) y Suero
reportes de su aislamiento ; por lo tanto surgio I&etal Bovino (SFB, SIGMA) al 10%, en botellas de
necesidad de confirmar la infeccion y para ello25cnt (SIGMA). Adaptacion de la técnica descrita
adecuar la técnica de HA para identificar el antigenpor Thacker et al y Falcon et al (11,42). El SFB se
viral, asi como su cultivo en la linea celular PK15. analizé y se hall6 libre de anticuerpos contra el PVP,
con la prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion
Materiales y métodos (IH) descrita por Joo HS et al y Mengeling (24,30),
en micro platos de 96 pozos de fondo en "U", el SFB
En esta investigacion se adecuaron técnicas corse traté a 56°C por 30 minutos y con Kaolin al 25%
la HA para la identificacion del antigeno del PVP y epor 20 minutos, luego se enfrento a 4 UHA (unidades
aislamiento viral en cultivo de células de la linea PK1Bemoaglutinantes) del antigeno viral, y glébulos rojos
(de rifibn porcino), en el Centro de Sanidadie cobayo al 0.5%. El medio de cultivo de las células
Agropecuaria, convenio entre la Secretaria dse analizé por la técnica de HA antes de ser tratado
Agricultura y la Universidad de Antioquia. con los sobrenadantes del tejido pulmonar de las
momias, para asegurar su negatividad al PVP y cuando
En este estudio se recibieron y analizaron 7B monocapa presentaba 50 a 70% de confluencia, se
momias porcinas procedentes de cuatro granjasmovia el medio de crecimiento antes de inocular 1 mL
tecnificadas de cria, con un promedio de 400 cerdagle sobrenadante a cada botella, el cual se dejaba adsorber
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durante 1 hora, luego de la cual se adicionaba medi® y 51 dias de edad con un titulo de HA inicial de
nuevo. A las 72 horas de la inoculacion, el medio d&:512 ; el cual a los cinco dias de inoculado al cultivo
cultivo se analizaba por actividad HA y las células stue 1:1024 y 1:2048 ; ademas las células presentaron
coloreaban con cristal violeta para observar la presenaaerpos de inclusion observados con la tincion Cristal
0 no de cuerpos de inclusion intranucleares, $fioleta. Posterior al tratamiento con étery pH 3.0, 4.0,
resultaban negativos se realizaban dos pases ciedgd$, 6.0, 8.0 y 9.0 y siguiente pase celular la HA fue
considerando el aislamiento negativo, si al tercer page2048, para ambos cultivos e igualmente algunas
habia ausencia de cuerpos de inclusién y HA negativeglulas presentaron cuerpos de inclusion intranucleares.

En los cultivos positivos a HA y cuerpos de inclusién, Discusion
las células se colectaron y lisaron por dos ciclos de
congelacion y descongelacion, luego se centrifugaron a La gran cantidad de fetos momificados de 45 a 65
2000rpm, durante 15 minutos y se caracterizo el virudias de edad 76%(57/75) hallado en esta investigacion,
por la técnica descrita por Falairaly Fonietal(11,12) puede estar relacionado con la inmadurez inmunolégica
al tratar el sobrenadante durante siete horas a 4°C améstos, lo cual los hace mas susceptibles a diferentes
éter (volumen a volumen) y a pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0fiactores infecciosos y no infecciosos durante este
9.0; posteriormente, se observo la actividad HA y cultivperiodo de gestacion (7).
de nuevo en la linea celular PK15.
La causa probable de la muerte del 73.3% (55/75)
Resultados de los fetos analizados es el PVP, por la identificacion
del antigeno viral en los sobrenadantes de tejido
Las momias porcinas analizadas presentargoulmonar de éstos, por medio de la HA, la cual se
tamafios entre 8 y 25 cm, lo cual corresponde a edademsidera suficientemente confiable, sensible y
entre 45 y 96 dias; con un 76% (57/75) de un tamaf@specifica para el diagnéstico de la PVP (23, 4). Este
menor a 16 cm (69 dias de edad) y 24% (18/75) mayporcentaje de la presencia del virus en este estudio
de 70 dias de edad. El antigeno viral detectado por H&gincide con los realizados en fetos obtenidos en
fue positivo en el 73.3% (55/75) de los sobrenadantgdantas de sacrificio por Mengeling et al y Romero et
de pulmén de las momias, de los cuales el 93.54% (58 (29,39), quienes encontraron 79% y 43.7%, de
55) era de 45 a 65 dias de edad y el 6.46% (3/55) de@ésitividad con HA, respectivamente y confirmaron
a 75 dias ; el 26.7% (20/75) negativo a PVP era de 6&an ello la capacidad del virus de provocar una
95 dias, con un 90% (18/20) mayor de 76 dias y 10%feccion intrauterina y ser una causa comuan de muerte
(2/20) de 67 dias de edad (véase Tabla 1). Los tituléstal porcina.
positivos a HA de los sobrenadantes variaron desde
1:16 a 1 :2048 ; de los cuales en los fetos menores deLa muerte en los casos donde la HA resultd
55 dias el 79.3% (23/29) correspondié a titulos mayoresgativa, se pudo dar por otros agentes no
a 1:128, en los fetos de 56 a 65 dias de gestaciondetterminados en esta investigacion o por la produccion
74%(16/23) a titulos menores de 1:128 y en los de 66la anticuerpos inhibidores de la HA contra el virus
75 dias de gestacion el 100%(5/5) fue menor a 1:@h fetos de mas de 70 dias de gestacidn, los cuales se
(véase Tabla 2). consideran inmunolégicamente competentes segun lo
reportado por Thackett al (43), edad presente en el
El aislamiento viral fue posible en un 3.6%(2/55) d00% (20/20) de los casos negativos en el estudio.
partir de los sobrenadantes de pulmén de dos fetos Eara identificar el antigeno del PVP en estos casos,

Tabla 1. Distribuciéon de casos positivos y negativos a HA con relacion a la
edad de los fetos porcinos.
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Tabla 2. Relacién de los titulos de HA con la edad de los fetos porcinos.
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Waldvogel (44), recomienda la inmunofluorescencigan altas como 39°C; ademas Faleoaly Gonzalez D.
indirecta como ayuda diagnéstica. Adicionalmente(11,14) reportan el requerimiento del virus por cultivos
el alto porcentaje de casos positivos 93.54%(52/5%Elulares primarios; en la presente investigacion se
correspondientes a fetos menores de 70 dias de edahpleo la linea celular PK15 a 37°C.
apoya lo recomendado por Mengeling y el Instituto
Colombiano Agropecuario (10,25,31), sobre la El virus aislado a partir de los sobrenadantes de
necesidad de fetos menores de 17cm o sus pulmortepdo pulmonar de dos de los fetos porcinos positivos
para la identificacién del PVP por HA. a HA, se identific6 como PVP, por su capacidad de
HA de glébulos rojos de cobayo, efecto citopatico en
Segun Mengeling (25,28), la deteccién delalinea celular PK15 observado con la tincién Cristal
antigeno viral a partir del sobrenadante de tejid¥ioleta, ademas de las caracteristicas quimicas
pulmonar de fetos muertos varias semanas antes @shibidas como son conservar su poder infectante
parto de las cerdas, enfatiza la gran estabilidad delego del tratamiento con étery pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
antigeno del PVP, la cual es mas perdurable que 80, y 9.0; las cuales son algunas de las principales
infectividad ; esto se pudo observar con el 73.3% deropiedades del virus reportadas por Mengeling,
identificacion del virus con la HA y los pocos Falconet al y Foniet al (11,12,26).
aislamientos realizados (3.6%). Con respecto a lo
anterior Romeret al(39) reporta que la HA se puede  Se recomienda continuar con el estudio del PVP
presentar con particulas virales vacias en las cuales Medellin - Antioquia con miras a determinar el
se conserve la VP2, y Chet al (5,6) determind la tipo o tipos de cepas presentes en nuestro medio, lo
inhibicién de la replicacion del PVP en cultivo celularcual es de gran utilidad para enfrentar y controlar la
por la presencia de este tipo de particulas, lafeccién con el virus y poder disminuir su impacto
dependencia de algunos tipos de PVP a temperatuies la porcicultura de la region.
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Summary
Detection and isolation of Porcine Parvovirus in Medellin, Colombia.

The objective of this study was to detect the viral antigen and isolate the porcine parvovirus (PVP).
Supernatants of lung tissue of 75 dead porcine foetuses from selected farms in Colombia were
studied by Haemagglutination assay (HA) and viral propagation in PK15 cell culture (Porcine Kidney).
The foetuses had a crown rump length between 8 to 25cm. 73.3% (55/75) of the foetuses were positive
to HA and the 93.54% (52/55) of the positive cases were 45 to 65 days old while the 6.46% (3/55) were
66 to 75 days old. The 26.7%(20/75) of the cases were negative to HA. The 90% (18/20) of the negative
cases, were 66 to 95 days old. The virus was isolated from two mummies positives to HA, 3.6%(2/55 ),
which were 48 and 51 days old, respectively. It was characterized like PVP by its HA activity, cytopathic
effectin PK15 cell culture, and it was resistant to 20% ether and stable at p H 3.0. The conclusion was
that a high percentage of analysed foetuses were infected with PVP, and the detection of virus antigen
by HA, presents higher titles in foetuses younger than 65 days (17 cm length).

Key words: cell culture, diagnostic, haemagglutination, pigs, reproduction, virus.
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